


















































Improved  productivities   by  D1  protein  mutants  were  generally   a   result   of   high  photosynthetic 
capabilities counteracted by high respiration rates.



















CO2  release.  Finally,   an  outstanding  maximum rate  of  11.1  ±  1.0  mL L­1  h­1  was   reached and 
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availability,   in   turn,   allows   for   effective   recycling   of   the   stored   energy   by  means   of   cellular 
respiration.  The  most  used  energy   resources  of   the   last  centuries,   fossil   fuels,   are  nothing  but 
geologically  stored products  of  ancient  photosynthesis,  collected over  the   last  2.5  billion years. 






























early  '70 (Hollaender et  al.,  1972;  Gibbs  et  al.,  1973). The idea was based on the discovery of 
Gaffron   (1939;   1940;   1942)   and   his   coworker   Rubin   (1942)   of   the   reversible   activity   of   a 
hydrogenase in some green algae, which were able to photoproduce as well as uptake molecular H2. 
This   fundamental   discovery  was   important   evidence   in   support   of   van  Niel’s   general   scheme 
relating plant photosynthesis and more primitive bacterial photosynthesis:
CO2 + 2H2A → [CH2O] + 2A + H2O
where [CH2O] represents carbohydrate,  H2A is an oxidizable  molecule  (e.g.  an organic  acid or 
water) and A is the oxidized product. Particularly, Gaffron’s research demonstrated that 2H2 could 
substitute for 2H2A in some algae (Boichenko et al., 2004).




















in the Calvin cycle,  which leads to  the biosynthesis of organic compounds.  The distribution of 
reductants for the synthesis of proteins, nucleic acids, carbohydrates, and/or lipids is achieved by an 

























electrons   driven   through   the   electron   transport   chain   to   the   [FeFe]­hydrogenase   thanks   to   the 
remaining PSII activity after the transition of the photosynthetic apparatus from state 1 to state 2. 
This pathway thus concerns electrons coming directly from the water splitting activity of the PSII. 
















of   the   FDX   (Fig.   2),   a   dark   fermentative   pathway  may   also   be   involved   through   a   pyruvate 
ferredoxin/flavodoxin   oxidoreductase   (PFO)   enzyme.   Although   PFO­catalyzed   pyruvate 
oxidation/FDX reduction in the Chlamydomonas reinhardtii fermentative H2­production pathway is 
not   absolutely   proven   under   dark  H2­producing   conditions,   a  Pfr  gene   is   up­regulated   in  C. 
reinhardtii (Mus et al., 2007). This pathway of H2 generation may be significantly less efficient than 
light­driven   processes.   However,   a   complete   understanding   of   the   anaerobic   sulfur   deprived 
metabolism of this microalga should not neglect any of the known pathways, as it appears evident 


























Aside   from   engineered   algae,   a   positive   support   may   also   be   provided   by   optimized 
photobioreactors (PBRs). It  is widely known that  stirring represents the most practical mean by 
which efficient light utilization in photosynthetic cultures can be achieved (Richmond, 1990). Light 




appropriate  values,   the  organisms can   then  carry  on  photosynthesis   at  nearly   the  same  rate   in 









photosynthesis   to  the   level  of   respiration and  leading  to  the anaerobiosis   in   the  light   in  sealed 
cultures.  This  protein of  the  PSII   reaction center   turns over   in  a   light­dependent  manner  more 
rapidly than any other chloroplast protein and is the primary target for photoinhibitory damage. The 












with  the  D1 subunit  of  PSII  without  compromising   its   function  (Johanningmeier  et  al.,  2005). 
Nonetheless,   particular   residues   may   be   necessary   for   optimal   PSII   activity   or  may   provide 
functional advantages under certain environmental conditions (Etienne and Kirilovsky, 1993). For 
example, the extended D­E loop is involved in the rapid turnover of the D1 protein: particularly, it 











Mutations   which   deal   with   the   possibility   to   improve   photosynthetic   capacity   of   a 
biotechnologically   significant  microorganism are   of  great   interest   for   any  process   aimed   to   an 
economical sustainability. As concern the H2 production in Chlamydomonas,  it was already stated 
that  mutations   involving  PSII  may positively   influence   the  process  by   (i)   leading   to  anaerobic 





Several  Chlamydomonas reinhardtii  D1 protein mutant  strains are  considered for H2  production 
purposes. Mutations regard regions which involve Qb  interaction, oxygen evolving complex (OEC) 
interaction   and   D1   degradation,   and   were   induced   by   means   of   random   and   site­directed 
mutagenesis,  as  well  as  by peptide   insertion.  Colonies  were  selected when showing significant 
deviations from the WT fluorescence characteristics. The rationale was to individuate strains which 
had   different   photosynthetic   activities,   in   order   to   test   their   effects   on  H2  production.  Recent 
investigations on  C. reinhardtii  D1 protein mutants for H2  evolution purposes (Makarova et al., 
2007) support the interest for this research. In particular, much attention has to be addressed towards 






























Upon   transformation   of   the   deletion   mutant   with   a   plasmid   carrying   an   intact  psbA  gene, 
photosynthetic growth was restored. The Del1 mutant strain was used as a recipient for all mutated 





(Preiss   et   al.,   2001),   using   an   error­prone   PCR   in   the   presence   of  MnSO4  and   dGTP.   The 







plastoquinone QB. The shaded area roughly outlines the binding niche for QB  and some herbicides.  (Right)  For 








psbA  genes,   algal  colonies   growing   under   photoautotrophic   conditions  were   initially   screened 
directly on plates for their fluorescence characteristics with  the help of an imaging fluorometer 
(Johanningmeier   et   al.,   2005).  Colonies  with   significant   deviations   from  the  WT  fluorescence 
characteristics were further analyzed by sequencing that  part of the  psbA  gene which could have 
















effect   upon   metal   binding   would   extend   to   the   nearby   QB  binding   niche   and   change   PSII 
fluorescence   (Johanningmeier   et   al.,   2005).  However,   it  was  also  demonstrated   that   a  primary 
cleavage site exist between amino acid residues 234 and 242 (Kettunen et al. 1996), thus such an 
insertion   (between  Gly236  and  Tyr237)   could  have  an   effect   also  on  D1  degradation  process. 
Insertion was made using appropriate oligonucleotides cloned into a single BstEII site in the intron­






























































experiments performed in 1.1­liter  photobioreactors (PBRs),  Roux­bottle  type (5 cm light path), 


























































































with a   set  of  20 neons  (Osram L 58 W/940,  Luminux de  Lux,  cool  white)  1.60  m long.  The 
illumination was homogenous upon the all PBR surface. To prevent solar light during days, the PBR 
was entirely covered with a green pass filter.  The initial  pH was adjusted to pH 7.2 ±  0.1,  and 


























The   continuous  monitoring   system  was   developed   according   to   Kosourov   et   al.   (2002),   and 
consisted of five elements: (1) a PBR equipped with four probes for the continuous monitoring of 
culture   parameters,   for   example,   culture   temperature,   pH,   redox   potential   (estimated   with   a 
platinum/gold electrode),  dissolved O2  concentration; (2) a gas­to­liquid conversion bottle;  (3) a 
liquid   accumulating   bottle;   (4)   a   digital   balance;   (5)   a   lap­top   computer   for   continuous   data 
recording. An overview of the system is presented on Figure 9.
Figure   9.   Continuous  monitoring   system:   (on   the   left)   Picture   taken   during   4   parallel 
hydrogen production experiments; (on the right) General scheme of the system (Kosourov et 
al., 2002, mod.).  Keys:  1, photobioreactor; 2,  gas­to­liquid conversion bottle;  3,   liquid collecting bottle;  4, 
instruments interface; 5, digital balance.
The   digital   balance,  monitoring   the   changes   in   the  weight   of   the   liquid   accumulating   bottle 
28
(Acculab,  ALC models,  Sartorius  Group,  Goettingen,  Germany),  was  connected   to   the   lap­top 
computer   via   a  RS232   to  RS485/422   converter   (Intelligent  DA&C module  ND 6520  UDAM, 
Chemitec,  Florence,   Italy).  A   software   for   automatic   culture   control   and   data   acquisition  was 
developed (Chemitec).  Raw data  recorded during   the  experiments were  then processed using  a 
Linux­based software written by us.  As reported above,  unlike Melis  et  al.   (2000),  PBRs were 
sealed   from   the   beginning   of   the   experiment   in   such   a   way   that   both   the   O2  and   H2 
production/consumption were continuously recorded by the system (Laurinavichene et al., 2004). 
The PBRs were operated at a gauge pressure of ­4.04 kPa, which was constant throughout the entire 









































































Oxygen  measurements   were   carried   out   at   28   °C   in   triplicate   2­mL   culture   samples,   which 





on   650   nm   (model   LH11/2R,  Hansatech   Instruments).  Light   irradiance  was  measured  with   a 
spherical micro­quantum sensor US­SQS/B (H. Walz, Effeltrich, Germany) connected to a LI­250A 
32







curve   plotted   against   the   absorbed   irradiance.   The   intercept   of   the   initial   slope   of   the 
photosynthesis­irradiance curve (α) and the maximum photosynthesis rate (Pmax) can be defined as 
Ik= Pmax/ , and gives the saturation irradiance. Accordingly, Iα h is defined as the intensity at which a 
photoinhibition is observed,  Is  is the intensity at  which Pmax  is reached, and Ic  is defined as the 








and   were   carried   out   with  C.   reinhardtii  cultures   that   were   grown   at   three   different   chl 
concentrations (5; 12; 24 mg L­1).
3.4 Dry weight and cell number determination












water,  200 µL 10% Triton X­100,  20 µL of 1 M methylviologen,  200 µL anaerobic 1 M sodium 
dithionite and 500 µL algal culture. In this case, incubation at 37 °C lasted for 30 minutes.



















Elmer),   using   a   packed   column   (model   Carbosieve   S­II   Spherical   Carbon,   Supelco).  H2  was 
determined by using nitrogen as a carrier gas,  while O2,  N2  and CO2  were determined by using 
helium as a carrier gas. Calibrations of H2, N2, O2  and CO2 were performed by injecting known 




















(Dubois   et   al.,   1956)   (three   replicates),  with  D+ glucose  as   a   standard.  Protein  was measured 












electroblotting  with   a   fastblot   apparatus,   semi­dry,   Biometra.   Blocking   and   wash   steps  were 
performed in 1x PBS (phosphate buffered saline; 4 mM KH2PO4; 16 mM Na2HPO4; 115 mM NaCl) 
with   0.1%   Tween   20   and,   in   case   of   blocking,   3%   non   fat   skimmed  milk   powder   (Biomol 
Feinchemikalien  GmbH,  Hamburg,  Germany).   The   first   antibodies,   according   to   the   different 
protein, were: polyclonal rabbit­anti­C. reinhardtii HydA1 1:5000; rabbit­anti E. coli AdhE 1:5000 



























































This   simple  observation  gives   a  hint  of   the   relevance  of   the  D1  protein   role  within   the  PSII, 
particularly when considering that most of these strains do not share just two or three amino acid on 
the psbA gene. Furthermore, contrary to what previously reported (Makarova et al., 2007), it points 
























starch   synthesis)   and,  moreover,   it  may   cause   a   sustained   starch   respiration   to   remove   the  O2 
photosynthetically generated (Ghirardi et al., 2000b; Fouchard et al., 2005; Kosourov et al., 2003; 




strains,  thus suggesting that,  aside from starch metabolism, all  the pathways underlaying the H2 
production process were very differently  involved. Even if  within the high productivity group a 
constant   production   time   was   observed   (generally   about   240   hours),   final   productions   were 
influenced by both production times and/or maximum rates. For instance, in several of the tested 





















































order   to   evaluate  photosynthetic   and   respiratory  capabilities  of   the   strains,  photosynthesis­light 
response (P/I) curves were done in optimal growing conditions. Results are presented in Table 3.
Table   3.   Photosynthesis   and   dark   respiration   rates   in   optimal   growing   conditions   of  C. 
reinhardtii  D1 protein mutants  and  three  controls   (namely,  WT [11­32b],  WT [cw15] and 
CC124). Strains are reported according to their H2 productivity (see Tab. 1). Light was increased stepwise from 
10 to 640 µmol photons m­2 s­1. Dark respiration rates were evaluated at the end of photosynthesis measurements. 




















Godde   and  Trebst,   1980;  Mus   et   al.,   2005)   and   (3)   for  maintaining   [FeFe]­hydrogenase   gene 
expression (Posewitz  et  al.,  2004).  On  the other hand,  a  high respiration rate   is  a   fundamental 
prerequisite to induce and maintain anaerobic conditions, which permit hydrogenase expression and 
function (Ghirardi et al.,  1997; Melis,  2002; Flynn et al.,  2002; Happe et al.,  2002;  Happe and 
Kaminski, 2002; Forestier et al., 2003; Posewitz et al., 2004).
Considering P/I curve analyses, when exposed up to 640 µmol photons m­2  s­1 most of the tested 
strains  did  not   reach  a  photoinhibition   irradiance   (Ih)   (data  not   shown),   except   strains  N230S­
G289D, S264C and D170E­G178S, which were also found to produce low amounts of H2 (Tab. 1). 
Most interestingly, when plotting the relative apparent quantum yields (Ørel) of P/I curves versus the 








































of  magnitude   lower   than  H2  one   (Perry  and  Green,  1999),  which   implies   that   (upon  the  same 
conditions) the former has a higher solubility in a liquid solution, (2) starch catabolism, other than 




























they  are   exposed   to   a   light  gradient   across   the   reactor   that  depends  on   the  culture  depth,   chl 







































Thus,   in order  to find out  to which extent mixing could positively influence the H2  production 
process in  Chlamydomonas, a PBR equipped with an optimized stirring system was designed and 










bar   (3.5   cm  length,  0.7   cm diameter)   is  discussed   first.  The   rotation  of   the  magnetic   stir  bar 
(rotational   speed,  31  rps)  generates  a   flow pattern similar   to   that  of  any other   low off­bottom 
clearance impeller (Halàsz et al., 2007). A single circulating loop was produced that consisted of 
one outgoing radial flow at the PBR bottom (Figure 4a), with the liquid moving from the center 










et  al.,  2007).  Liquid  circulation   in   the   loop propagated  among  fluid   layers  because  of  a   shear 


















































































































multiple  impeller (Fig. 7). Accordingly,  the mixing time was 15.5 seconds,  with a time of 12.9 
seconds for the stir bar and impeller system, respectively. These values demonstrate the superiority 






































































screening   and   are   the   ones   most   commonly   used   by   laboratories   for  H2  production   with 
54
Chlamydomonas (Melis et al., 2000; Ghirardi et al., 2000a, 2000b; Cournac et al., 2002; Zhang et 







Kosourov  et al.,  2002): (1) an O2  production phase, characterized by accumulation of O2  in the 
culture; (2) an O2 consumption phase, during which photosynthesis cannot keep up with respiration; 
(3) an anaerobic lag phase,  during which neither O2  nor H2  is evolved by the culture;  (4) a H2 





































entered anaerobiosis.   It  must  be stressed that   in  the culture mixed with the impeller,   the redox 
potential remained more stable, and at a less negative value (­100 mV), for a longer period of time 
compared   to   the   other   culture   (­300   mV).   This   clearly   reflected   a   less   reductive   condition 
experienced by the former as a result of a greater capability to dissipate an excess of energy, due to 
the better mixing achieved. Concerning this, it is interesting to note that as soon as H2 accumulation 
with  the impeller­mixed culture flattened out   (T=80 hours,  Fig.  11b),  redox potential  started to 





























mixed  with   the   impeller.  Such  a  better  performance   in  dense   impeller­mixed  cultures  was  not 
surprising if considered that time cycles (tc) within 50 and 100 ms were found attainable in this PBR 
(Tab. 4). This short L/D cycle was made possible because the PBR was illuminated from both sides, 








impeller­mixed ones could effectively exploit   the  low light   intensity at   the surface of   the PBR, 











































the first  part  of  the H2  production,  as demonstrated by the significant   lower rates of maximum 
production found in the culture mixed with stir  bar,  1.61 vs. 2.38 mL L­1  h­1  with  the impeller. 
Indeed, the incapacity to measure O2 does not preclude the possibility that micromolar quantities of 













Melis,   2002;   2007;  Melis   and  Happe,   2001;  Makarova   et   al.,   2007).   Finally,   the   inability   of 
maintaining   the   anaerobiosis   naturally   led   to   the   inhibition   of   the   hydrogenase   itself,   which 
expression is strongly inactivated by O2 both at transcriptional and post­translational level (Ghirardi 






the   redox  potential   continued   to   decrease,  most   likely   as   a   result   of   the   increasing  degree  of 
reduction in the photosynthetic chain. In fact, at this point the H2 release was terminated: thus, the 
capability of the cells to rid themselves of the excess of reducing power generated by photosynthesis 
was reduced as well.   It   is  worth mentioning that  such problems were completely absent   in   the 

























Both cultures performed much better  than in  the previous experiments.  The total  amount of H2 
produced reached almost 120 mL L­1 in the culture mixed with the stir bar, and rose to almost 170 








































photochemical   energy   conversion   to   reductant   utilization.  Moreover,   during   the  H2  production 













































A direct  comparison of  culture performances based on  the  amount  of  H2  produced per unit  of 
volume is difficult, since it is affected by several parameters, such as: (1) the light intensity and its 
spectra, (2) the chl concentration, (3) the geometry of the PBR and its surface­to­volume ratio, (4) 













very   photolimited,   i.e.   when   they   were   exposed   to   combination   of   low   light   and   high   chl 

























13% light  conversion  of   the   total   solar   radiation   (Tredici   et  al.,   1997;  Ghirardi   et  al.,   2009b), 





considered   (see  also  Section  3b).  Moreover,   the   impeller  mixing   system demonstrated   to  be  a 
valuable tool for studying H2  production with photosynthetic microorganisms and for obtaining a 
66















Physiological   features   of   selected  D1   protein  mutant   strains   and   optimization   of   the  H2 
production in batch conditions

































cross­section,   which   positively   affected   biomass   accumulation   (dry   weight)   during   the 
photomixotropical growth: the latter was indeed found to be between 35% and 44% higher in the 
mutant respect to the CC124 and the WT, respectively. A lower chl content confers a number of 








chl b­less  C. reinhardtii  strains report  a chl antenna size  that   is  truncated (Michel et al.,  1983; 
Picaud and Dubertret  1986;  Allen and Staehelin  1994).  However,   that  was  not   the  case  as   the 
reduction in the amount of chl in the mutant L159I­N230Y involved both chl a and b, since the chl 
a/b ratio remained substantially similar to that found in its WT. Figure 17 shows the morphological 























On   the   whole,   the   phenotypic   adjustment   of   the   photosynthetic   apparatus   of   the   mutant 
corresponded to that of a high­light acclimated photosynthetic organism, with a similar number of 






























it   remained close   to zero  in   the mutant   (data not  shown).  An estimation of   the   linear electron 
transfer rate (ETR) by means of PSII (Figure 21) confirmed a higher performance in the mutant due 
to the increase in the optical absorption cross­section (Tab. 8).
Figure   20.   Chl  a  ﬂuorescence   parameters 
recorded   during   quenching   analysis   of  C.  
reinhardtii  WT,   and  D1  mutant  L159I­N230Y. 
Keys: F's, steady­state level of ﬂuorescence in the light, WT 
(■),   L159I­N230Y   (□);   F'm,   maximum   yield   of   PSII 
ﬂuorescence   in   the   light,  WT   (▲),   L159I­N230Y   (△); 
ΔF/F'm, effective quantum yield of PSII, WT (○), L159I­
N230Y (●).
Figure   21.   Light   response   curve   of 
electron   transport   rate   (ETR)   of  C.  
reinhardtii  WT,  and  D1  mutant  L159I­
N230Y.  For   ETR   calculation   details,   see 
Materials   and   Methods.   Keys:   reported   in   the 
graph.





conditions   (i.e.,   the  ones   adopted  during   the  H2  production  screening,  Section  1).  Mixing  was 




















system was   set  up   in   order   to  maintain   a   constant   pressure   (­4.04  kPa)   throughout   the   entire 
experiment. On the contrary, in the former set up (Fig. 1), the degassing pressure naturally changed 
72






Interestingly,   in   the   mutant   L159I­N230Y   dissolved   O2  was   absent   since   the   onset   of   the 
experiment,  while   a   typical  O2  production   followed  by   a   sharp   consumption  occurred   in   both 
controls (Fig. 22d). This was reflected in the redox potential pattern of the mutant (Fig. 22b), which 
was always in the negative field (about ­100 mV at the onset of the experiment). Concerning the pH 
































Another very peculiar   feature of   the  mutant  was  its  ability  to accumulate  high amounts of   the 
carotenoid (car)  zeaxanthin during the H2  production process.  It   is well  known that zeaxanthin, 
together  with  violaxanthin   and  antheraxanthin,   is   involved   in   the  xanthophylls   cycle,  which   is 








to   evaluate   H2  production   capability   in   different   strains  (Prof.   Thomas   Happe   is   gratefully 
acknowledged for his technical support during this phase of the experimental work). In fact,  given 
that in such conditions production occurs only for few hours (up to about 4­6 hours, for a Review, 
see  Hemschemeier   et   al.,  2009),  hydrogenase  expression   can  be  quickly   induced  by  means  of 
anaerobiosis,  which is reached thanks to  three different  conditions: (1)  inert  gas bubbling (e.g., 
Argon  or  Nitrogen);   (2)  use  of  very  dense  cultures   (up   to  100­120 mg chl  L­1),   and   (3)  dark 
conditions provided throughout the entire experiment. In this way, O2 inhibition is quickly avoided 
and hydrogenase activity can be evaluated either by in vitro or in vivo.  In vitro analysis represents 

























first­second hour  of  experiment.  On  the other hand,   the WT and  its  D1 protein mutant  strains 


























within   the   complex   interrelationship   of   different   pathways   (Wykoff   et   al.,   1998)   and   genes 
expression (Davies et al.,  1994; Takahashi et al.,  2001; Ravina et al.,  2002; Zhang et al.,  2004; 
Eberhard et al., 2006) triggered or inhibited by sulfur deprivation. It must be noted once again that 
in vitro hydrogenase expression of IL strain remained always very low throughout the AI (Fig. 23). 


















Why mutations on the  psbA  gene interfere with  the capability  to drive electrons from the PSII 
directly   to   the   hydrogenase   and   can   affect   hydrogenase   expression   itself?   The   only   possible 
explanation   is   that   by   dealing  with   their   photosynthetic   capabilities,   under   certain   conditions 
mutations may end up changing  the  level of   reduction of   the PQ pool.  The  latter   is  known to 
account for several relevant metabolic changes in Chlamydomonas, such as state transitions (Horton 
and Black, 1980; Allen et al., 1981) and target gene expression (Escoubas et al., 1995; Bellaﬁore et 




























































growing and  operational  conditions.   In  particular,  cultures  were  grown under  photoeterotrophic 
conditions  instead of  photomixotrophic ones (Tab. 1 and Tab. 9). Consistent  with  these results, 
Kosourov et al. (2007) showed that the latter condition respect to the former may lead to: (1) a 













on   the  H2  production  with  Chlamydomonas.   Recently,   Singh   and   coworkers   (2005)   found   in 















not   surprising   considering  O2  ongoing   in   the  gas   phase   (Fig.   27).  Western  blot   analysis  with 
antibodies against  HydA1  confirmed  the complete  absence of protein until  144 hours (data not 
shown).  In vivo H2 production rates were clearly higher in the mutant L159I­N230Y compared to 
both controls CC124 and WT (11­32b) (roughly 3 times higher). These measurements are usually 




























































mainly  triggered by  the   light.  As a  consequence  of  DCMU, DBMIB and FCCP addition,   they 
concluded   that   the   proton   gradient   (or  ATP)   generated   by   cyclic   electron  ﬂow  around  PSI   is 
involved as the main responsible for the hydrogenase induction. Thus, both PSII electron feeding 
and starch breakdown may not play a primary role in hydrogenase induction (Chochois et al., 2009). 
















number   of   ellipsoidal   ones,   typical   of   the   growth   phase   (Zhang   et   al.,   2002).   The   strong 


















rather  surprising,  particularly  when considered  that   in   the WT H2  gas accumulation and starch 
degradation  occurred  concomitantly   (Fig.  27  and Fig.  31,   respectively).  Two explanations  were 
suggested for this phenomenon in the mutant: either starch production/consumption rates were equal 
during this period or PSII direct contribution in this strain was higher. It is worth noting the latter 
implies   starch could  be  partially   saved  from catabolism when PSII  direct  contribution   is  more 
effective, a possibility which would have a wide interest although never reported in literature yet. 



















This result  is much more impressive when considered that  the analysis was performed  per cell  
content and that, as previously shown (Fig. 29), a higher number of cells per chl content is a typical 










































strain   IL.  As  previously   said,   the   IL   strain  did  not  produce  H2  because  unable   to   express   the 
hydrogenase enzyme, as a consequence of an excess of O2 (Fig. 27). Nonetheless, other effects may 
have contributed. For example, a slower increase in the starch amount per chl content was seen to 
occur  within   the   first  hours  of   sulfur   starvation   respect   to   the  WT  (Fig.  31).  That  was   rather 
surprising   if   considered   that   the   IL   strain   had   generally   an   almost   doubled   amount   of   cells 
throughout the entire experiment (8.1 vs. 4.7 x106 cells mL­1, Fig. 29). The latter was a consequence 
of a strong increase within the first 24 hours after sulfur starvation, contrary to what observed in all 












followed (Figure 35)  (Prof.  Thomas Happe is  gratefully acknowledged for his   technical  support 








In  C. reinhardtii,  a  Pfl  system was proposed when fermentative analyses of  dark­adapted algae 











Figure 35.  Ethanol   (left)  and  formate   (right)  production   in   sulfur  deprived  C.  reinhardtii 
strains. Samples were taken from a PBR irradiated on both sides with a light intensity of about 60­70 μmol photons m­
2 s­1, with an initial chl concentration of 12 mg L­1. Keys are shown in the graph.













but   in  many cyanobacteria  and other bacterial  species,  pyruvate can be oxidized by a  pyruvate 














































































were  chosen  as   the  best  growing conditions   for  H2  production purposes,  according   to  previous 
results (Tab. 9 and Fig. 27; Kosourov et al., 2007).
The H2 production of the mutant L159I­N230Y was much better than CC124 (Figure 37): the higher 















































value  remained stable   for  about  2­3  days   thereafter.  During   this  period,  H2  production   in  both 
CC124 and  L159I­N230Y was  performed  at   the  maximum rates.   It  must  be   stressed   that   this 
parameter represents a clear  indication of  the prolonged capability of cultures  to get rid  of  the 














































Assuming  the H2  production  in   the main PBR was carried out  at   the  highest   rates achievable, 







































the   transition   to   state   2   the   efficiency   of   PSII   constantly   decreased,   to   reach   the   complete 
inactivation after 50 hours of sulfur starvation. The low ΔF/F'm value showed by strain IL in the first 
hours of experiment (0.510) suggests an excess of light  irradiation.  Most  interestingly,  state 1­2 
















its   effects   on   the   effective   photochemical   efficiency   of   PSII,   the   redox  potential   and   the 
dissolved   O2  concentration.  Each   time   respiration   drops   because   of   the   lack   of   intracellular   O2, 
photosynthesis leads to the re­establishment of aerobiosis. This happens until sulfur deprivation definitely down­




















































Nevertheless,   all   strains   reached   their   higher   chl   concentration   after   20   hours   (and   decreased 
thereafter), despite they needed very different periods of time to undergo anaerobic conditions or 
99
start   to evolve H2.  This observation implies  that  sulfur deprivation down­regulates a number of 





contribution),   as   confirmed   by   fluorescence  measurements   (Fig.   44).   Finally,   the   dry  weight 





Table  11.  Carbohydrate  and  protein  analyses   in  C.   reinhardtii  D1 protein  mutant   strains 
(L159I­N230Y and IL) and a control (CC124).  Cultures had an  initial chl content of 18 mg L­1; light 






aerobic   phase,   and  was   equal   to   1.39,   0.61   and   0.64   g  L­1  in   L159I­N230Y,  CC124   and   IL 
respectively. These amounts corresponded, respectively, to the 62%, 45% and 48% of the overall dry 
weight.  The ability   to  produce   the  highest  net  amount  of  carbohydrates   showed by  the  mutant 





L159I­N230Y,  CC124 and   IL,   respectively).  Carbohydrates  are  of  extreme  relevance   to   the  H2 
production for  several   factors:  (1)   for  maintaining  anaerobic  conditions (Ghirardi  et  al.,  2000b; 
Fouchard et al.,  2005; Kosourov et al.,  2003; 2007; Melis, 2002; 2007; Melis and Happe; 2001; 







synthetized   carbohydrates   were   completely   fermented.   Most   likely,   this   was   due   to   culture 





content   (about   125  mg  L­1)  were   consumed  within   the   same   period   of   time   (first   day   of  H2 

















The   occurrence   of   rates   of  H2  production   that  were   both   high   and   sustained  was   surprising. 
Concerning the latter aspect, it was suggested by Ghirardi and co­authors (2001) that a steady­state 





















2007;  Ghirardi,  2006;  Kosourov and Seibert,  2009;  Oncel and Vardar­Sukan,  2009).  The better 
results  obtained with  this  strain   (CC124),  particularly  with  respect   to   the  previous experiments 
(Section 2), was due to mainly two factors: (1) a doubled acetate amount in the medium; (2) a 
deeper light penetration within the culture layers. We believe that a better light supply was reached 






































conversion   efficiencies   were   found   to   be   0.97%   and   0.92%   in   L159I­N230Y   and   CC124, 
respectively (which are similar to the highest values previously found out of a range of different 












the  H2  production  may  explain   the  equilibrium between electrons  coming   from water   splitting 
activity   and   from   fermentation.   In   fact,   interestingly   enough,   when   DCMU  was   added   and 
biophotolysis was blocked (Fig. 47), the experiment lasted about 40 hours less. This observation is 
in   agreement   with   previous   assumptions   (Section   3a.4)   which   deal   with   the   possibility   that 
endogenous substrates may be saved upon a higher PSII direct contribution. Contrarily, Doebbe et 
al.   (2007)   showed   that   in  the  mutant   strain  Stm6Glc4  (into   which   a   hexose   symporter  was 
introduced), a 45­50% increase in the total yield (respect to the control Stm6) was observed when 















are  generally considered sufficient   to  induce the H2  production in  most  of  the  Chlamydomonas 
strains   reported   in   literature.  As  concerns  hydrogenase  enzyme,   it   can  be  observed even when 
DCMU is added immediately after sulfur starvation, which means that no starch is stored and no 
PSII can lead to H2 evolution. Moreover, it was shown that under anaerobic conditions, strain IL was 

































production  under   sulfur   starvation   a  timely  transition   to   the   state  2  is   also  needed.  The   exact 
mechanisms are not clear yet and at the present moment we can only speculate that the  excessive 
photosaturating conditions may deviate energy reserves towards processes other than H2 production. 











The fact  that  the final H2  production was not increased as expected (+11%) suggests  that other 
solutions  may   be   adopted.   The   aim   of   future   studies  with   strain   L159I­N230Y  must   be   the 
maintenance of the highest rates for the longest time. A first step, before a continuous H2 production 




















solution  guaranteed a  prolonged axenicity  of   the  culture  but   suffered of  a  number of  practical 
concernes. For  instance,   to have enough culture  to be collected in  its  late exponential  phase of 
growth, a very high volume had to be treated. Thus, when sulfur depriving cultures by means of 
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had appreciably reduced the amount  of sulfur in  the medium when collected for H2  production 
















L/D  cycles,  which   implies   culture  will   remain   in   the  dark   for   several   hours   if   not   artificially 
109

























graphs   represent   the  day/night   cycles,   respectively,   to  which  cultures  were  exposed  due   to   the  apparent   sun 
rotation. Keys reported in the graph.












Between 17 and 23 hours after sulfur starvation (that is,  at  the 2nd  day of cultivation), a strong 
consumption of acetate (reflected in the sharp increase of the pH value) occurred concomitantly 















To adapt  cultures  to  the  outdoor  conditions,   the  inoculum was first  grown in  the  laboratory as 
previously   described.  Afterwards,   cultures  were   diluted   into   the   outdoor   PBR   (50   liters   final 
volume) to an initial concentration of about 5 mg L­1 to experience a complete growth outdoor under 





























Figure   55.  H2  production   experiments  under   solar   light   radiation   in   outdoor   acclimated 
cultures of the strain CC124 with an initial chlorophyll content of 13.5 mg L­1.  (A) Solar light 
radiation during the outdoor experiment. Note that the latitude and longitude of the outside area where the PBR 






that   is  until   about  50 hours.  Accordingly,   redox potential  values  followed a  similar  pattern.  H2 
production started after 55 hours (as confirmed by gas cromatographic analyses). Nonetheless, rates 
of production remained rather  low until   the start  of   the 4th  day (T=70 hours):  since then,  rates 
increased up  to 360 mL PBR­1  h­1.  H2  production ended as soon as  the sun declined,   the final 






































Interestingly,  measurements   of   fluorescence   taken   directly   from   the   PBR   (thus,   in   anaerobic 
conditions), after a very short period in the dark, showed a partial recover of the PSII activity (Fig. 



















under   sulfur   depletion   (Kosourov   et   al.,   2002;   Tsygankov   et   al.,   2002).   Nevertheless,   when 
comparing H2 productivity between the outdoor and the laboratory PBR, a relevant reduction was 
















Aside   from   demonstrating   that   laboratory   grown   cultures  may   very   hardly   produce  H2  when 




excessive consumption of  energy reserves and causes a strong change in   the redox state  of   the 
culture. It was shown previously in this work (Section 3b) that an optimal redox potential for H2 
production purposes should be maintained around ­100/150 mV as long as possible. Unfortunately, 
this   is   very  hardly   achievable   in   cultures   irradiated  with  direct   solar   light,   and   artificial   light 
illumination will never solve this problem. As a matter of fact, after being illuminated with direct 
solar   light   (up   to  2000 µmol photons  m­2  s­1),   any  other   irradiation  is  perceived by  the  sulfur­















Figure   59.  Overview  of   the  parabolic   system   supplying   continuous   artificial   light   for  H2 
production experiments with the outdoor PBR. Note that illumination was homogenous upon the all 





Light   intensity was set   to about 250 µmol photons m­2  s­1  in   the outdoor PBR and to 70 µmol 
photons m­2 s­1 on both sides in the control. H2 outputs are shown in Figure 60.




















Thus,   other   than   the  unconstant   sunlight   supply,   light   itself  was  not  properly   exploited   in   the 
outdoor PBR probably as a consequence of inadequate mixing. It was estimated that with a culture 
velocity  of  about  0.20 m s­1,   the  corresponding Reynolds number was about  10,000,  which for 
smooth tubes like the one used for the PBR construction did not enable a wholly turbulent flow to 
be   reached   (Munson  et   al,   1990).  Nevertheless,   it  must   be  noted   that   a   lowered   and  constant 


























utilization  of   a   reduced   antenna  mutant   such   as  L159I­N230Y would  have   fitted  with   such   a 
purpose. Thus, in a first set H2 productivity was evaluated by providing 200 µmol photons m­2 s­1 to 






















testing   two   different   kind   of   cultures   (grown   in   standard   laboratory   conditions   or   acclimated 
outdoor).  First  of   all,   it  must  be   stressed   that   the  present  work   represents,   to   the  best   of  our 



















light  dilution  achieved by changing  light   intensities  and/or  chl  concentration  can  only  partially 
prevent photoinhibition or photolimitation of the cultures. On the other hand, an increase in the 
velocity must be obtained by minimizing the hydrodynamic stress of the cells and avoiding the 
formation   of   foam,   which   can   favor   culture   contamination.   Very   likely,   one   possibility   for 
circumventing the problem could be the use of static mixers, which may promote a regular L/D 
cycle in the culture depth, thus an effective light dilution within the culture, even if a higher shear 




The   role  of   the  D1  protein  within   the  H2  production   in   the  green  microalga  Chlamydomonas 
reinhardtii  was  estimated  by   studying   several  mutants   reporting  deletions  or   substitutions   in   a 



















were due to  the direct contribution of  the PSII,  meaning that   they were produced by means of 









substrates  in favor of  the H2  production. Moreover,   in a specific  set  of experiments  it  was also 
clearly evidenced that in the absence of a sufficiently active PSII, the H2 production process could 
not be induced, meaning that aside from (1) a state 1­2 transition, (2) the establishment of anaerobic 




tested  in  a  horizontal   tubular  50­liter  photobioreactor  placed outside.  Results  demonstrated  that 
cultures  needed   to   be   acclimated   to   sunlight   during  growth,   in   order   to  prevent   extreme  PSII 
photoinhibition because of the occurrence of both high light and sulfur deprivation. Finally, the H2 












































process was not   light  dependent;   in  accordance,   the  H2  production process  that  was just  ended 
(between 20 and 80­100 hours, Fig. 1) showed that light­driven processes can appreciably benefit of 
proper   stirring;   (3)   if   the   consumed   biogas  was   all  O2,   this  would   have  meant   that   both  H2 
productions were very strongly underestimated, which is unlikely considering rates of production. 
However, that was not the case, as experiments already showed that the impeller mixing device was 
able   to   enhance   also   respiration   rates   (see   Section   2).   Thus,   even   though   a   concomitant  O2 
consumption could not be completely ruled out, most likely the main biogas consumed was H2.
To point out if light was really unnecessary, in a similar experiment light was switched off at the end 













biogas   was   consumed.   This   experiment   led   to   the   conclusion   that   most   likely   the   enzyme 
responsible for the biogas production under light irradiation (i.e., the hydrogenase) was the same 






















































negatively   affecting   both   pathways.   Finally,   the   contribution   of   the   two   pathways   previously 

























even   if   incubated   in   the  dark.  During   this   time,  H2  production   in   the  main  PBR was   in   the 











According to  these results,  some considerations can be done: a)  if Rubisco inhibition upon GA 
addition ends up increasing the rates of productivity compared to the control (Fig. 5 and 6), it means 
that in vivo H2 consumption can take place as soon as hydrogenase enzyme is expressed, even if a 









































is  a   complex   interplay  between  several  processes,   some of  which  can  even occur   in   the  dark. 
Concerning them, the evaluation of any specific contribution was made difficult by the fact that 
rates   of   production/consumption   were   extremely   low.   This   means   also   that   no   appreciable 
phenomenon can affect H2  production in the light, and that even when a very dense and poorly 
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Nonostante   le  nostre   impressioni   ed   intenzioni   siano   state   col   tempo   sempre  più   divergenti,   sento  di   dover 



























stesso istituto non posso scordarmi dell'inimitabile  Raffaella Pinzani  (E. Pinzani?), del Dr.  Stefano Ventura, 
della simpatia, del sostegno e del sorriso di Cristina Mascalchi, della ragazza bionda del loro gruppo di cui non 





tutti   i precari dell'ISE­CNR che ho avuto modo di conoscere in questi anni:  Niccolò  Bassi,  Silvia Venturini, 





Il  CNR, che lo volessi  o no, è  stato per me una sorta  di casa (o almeno, era un contenitore!).  Ho cercato e 
collaborato con quasi tutti gli istituti della sua sede di Firenze, dove ho avuto la fortuna di poter conoscere ed 



























discussion.  Many   thanks  also   for   their   suggestions  and/or   active/passive   cooperation   to:  Thilo  Rühle,  Sven 





























loro, devo molto in vario modo a Mariagioia e  Carlo,  Pino e Paola,  Damiano e  Gaia,  Annagrazia e  Enrico, 
Giulia  e  Rosanna. A Margherita Fabbri  per la parentesi piaggese in Belgio. Al mio mitico, insostituibile ed 
insuperabile coinquilino storico  Donato  ed alla sua compagna  Letizia  (parafrasando la bibbia, "non avrò altro 
coinquilino al di fuori di te"). A quella meravigliosa persona che è il mio maestro Alessandro Bozzi e ad Ilaria, a 
Serena, Giuliano, Valeria, Alessandro Brandi ed ai d'Altrocanto: a voi cantanti tutti devo, davvero, moltissimo. 













iniziato a camminare  lontano da loro, mi rendo conto di  non dare mai  la giusta   importanza a quell'invisibile 





Tutti   gli   sforzi   compiuti   per   portare   a   termine   questo   dottorato   sono   dedicati   ai   dottorandi   italiani   che   ho 
conosciuto, lungo la strada che mi ha portato fino a qui. A tutti loro, davvero, dedico le fatiche di questi miei anni, 
che   consegno   con   l'unica   chiave   di   lettura   possibile   che   ho   trovato,   quella   espressa   da   un   famoso   adagio 
gandhiano:
“Qualsiasi cosa tu faccia sarà insignificante, ma è molto importante che tu la faccia”.
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